Masque pour le depdt et I'etalement de reactif s sur un support d' analyse 



L invention a pour objet un masque pour le depot et I'etalement d'un 
ou plusieurs reactifs sir un support d'analyse, notamment un support 
5 d'electrophorese, par exemple un gel d'agarose. 

L'invention est utilhsable par exemple dans le domaine de la detection 
et de la caracterisation de constituants presents dans un echantillon 
biologique en partlculier un liquide biologique tel que serum, urine, liquide 
cephalorachidien. En pa ^culier, cette detection peut etre realisee a la suite 
10 de la separation desdits a>nstituants a partir de rechanttllon biologique, par 
exemple par la techniqje d'electrophorese. La detection peut alors etre 
realisee notamment pa* les techniques connues d'immunofixation qui 
requierent la mise en cortact et I'incubation de reactifs avec les constituants 
separes de I'echantillon, pour permettre une reaction de reconnaissance 
1 5 immunologique des cons tituants separes de I'echantillon biologique avec les 
reactifs, en des zones determinees d'un support d'analyse. 

L'invention est utHSsable avantageusement pour des analyses en 
routine, pratiquees notes , nent dans le cadre d'analyses cliniques. 

L'invention a egal ->ment pour objet un masque, destine au depot et a 
20 I'etalement d un ou plus 3urs reactifs sur un support d'analyse, associe dans 
un dispositif a des nrioyens de positionnement, qui permettent le 
position nement du mas jue par rapport au support d'analyse, a proximite 
dudit support, lorsque le masque est utilise pour realiser le depot et 
I'etalement des reactifs. 
25 Ces moyens de positionnement peuvent aussi etre associes a des 

moyens de guidage, ou peuvent comprendre des moyens de guidage, pour 
le d6placement du ma*rue lorsqu il est positionne a proximite du support 
d'analyse, de fagon a permettre I'etalement des reactifs sur des zones 



delimitees du support, incluant des zones dites d'incubation des reactifs avec 
les constituants de I'echantillon. 

Le dispositif de I'invention peut permettre le d6p6t et I' Statement de 
reactifs en mode manuel. II peut etre aussi amenage pour permettre le depot 
automatise de ces reactifs et eventuellement leur etalement automatise. 

L'etape de chargement des reactifs au niveau du masque peut aussi 
etre, selon les modes de realisation de I'invention, realisee manuellement ou 
de facon automatisee. Le masque selon I' invention est avantageusement 
charge de facon plus aisee que les masques disponibles dans I'etat de la 
technique. 

L' invention a aussi pour objet un procede de depot et d' etalement de 
reactifs sur un support d' analyse. 

Un tel procede est, selon un mode de realisation particulier de 
I'invention, utilise pour le depot et I' etalement de reactifs, destines a la 
realisation d'une immunofixation, en vue de la detection et le cas echeant de 
la quantification de constituants specifiques contenus dans un echantillon 
biologique, lesdits constituants etant prealablement separes par 
electrophorese sur un support tel qu'un gel d' agarose. 

L' invention concerne aussi un procede d'immunofixation, mettant en 
ceuvre le susdit masque. 

L" invention a encore pour objet un kit comprenant un masque selon 
I'invention. 

Un kit selon I'invention est avantageusement adapte pour la mise en 
ceuvre d'un procede d'immunofixation au moyen du masque de I'invention. 

L' invention concerne aussi les moyens de positionnement et de 
guidage du masque. 

On rappelle que la technique d'immunofixation qui permet notamment 
l analyse d'echantillons biologiques en vue du typage des paraproteines 
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qu'iis contiennent, est une analyse courante largement pratiquee notamment 
dans les laboratoires d'analyse clinique. 

Cette technique, qui associe une electrophorese, a la formation de 
precipites sur le gel d" electrophorese, est connue depuis longtemps. Cette 
5 technique a notamment ete decrite par Alper CA et Johnson AM Vox. Sang. 
17.:445 (1969), Cawley LP et al Clin. Chem. 22_: 1262 (1976), Ritchie RF et 
Smith R Clin. Chem. 22 :497, 1735,1 982 (1976). Elle permet I' identification 
d'anomalies dans differents echantillons biologiques, en particulier dans des 
liquides biologiques, par exemple dans du serum, de I 1 urine ou du liquide 
10 cephalo-rachidien. 

Cette technique comporte principalement les etapes suivantes : 
□ 1) la separation des constituants proteiques du serum ou du liquide 

teste par electrophorese sur un support tel qu'un gel, par exemple 
M sur gel d' agarose ; 

15 2) la reaction immunologique avec des anticorps specifiques des 

proteines separees ; 
51 3) la revelation des complexes immunologiques formes. 

Les conditions pour la realisation de ces etapes ont ete decrites dans 
h I'art anterieur. 

— — 20- - Les di3po3itifs utilises eomportent en outre !a possibility de realiser sur 

le meme support d'electrophorese, notamment le meme gel, une piste 
temoin obtenue par fixation de ['ensemble des prot6ines separees presentes 
dans 1'echantillon, a I'aide d'un fixateur de proteines y compris par exemple 
d'un antiserum polyvalent. 
25 Les nouvelles techniques semi automatiques d'application des 

echantillons biologiques a analyser, de migration a temperature contrdlee et 
de depot des reactifs (comprenant par exemple les antiserums et les 
fixateurs) permettent une miniaturisation des profils d'immunofixation tout en 
conservant des sensibilites et des resolutions satisfaisantes. Cette 
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miniaturisation autorise I' analyse d un plus grand nombre d'echantillons sur 
un mime support d'^lectrophor^se, en particulier sur un meme gel. 

Ainsi, sur un gel d'electrophorese de dimensions 8 x 10 cm, on est 
passe en quelques annees de la realisation d'une a neuf immunofixations (au 
5 moyen par exemple du kit d'immunofixation commercialise sous la marque 
Hydragel 9IF par la societe SEBIA). Cela entrame des gains de temps au 
niveau de I'analyse ainsi que des reductions au niveau de la consommation 
des reactifs qui aboutissent a une diminution du prix de I'analyse. 

Pour effectuer le d6pot des reactifs en vue d'une immunofixation dans 
10 de telles conditions, le brevet europeen EP 0 526 271 B1 decrit par exemple 
un dispositif ou masque, pour la ^partition des reactifs, generalement des 
Antiserums specifiques et un Fixateur, capable de resoudre un certain 
nombre de problemes poses par les dispositifs ou masques de l'art ant6rieur 
et apportant une plus grande securite et facilite d' utilisation. II n'en demeure 
1 5 pas moins que pour realiser par exemple 9 immunofixations sur un meme gel 
d'electrophorese en 3 rangees de 3 echantillons au moyen du masque decrit 
dans le brevet EP 0 526 627 B1 , il est necessaire, pour chaque 6chantillon, 
d' effectuer le pipetage de 6 reactifs (Fixateur, Antiserum anti-IgG, Antiserum 
anti-lgA, Antiserum anti-IgM, Antiserum anti-k et Antiserum anti-X) soit au 
20 total 54 pipetages. 

Ces pipetages effectues manuellement peuvent s'averer longs et 
fastidieux et ceci malgre I' utilisation possible de pipettes permettant la 
distribution repetitive. 

La presente invention a notamment pour but d'ameliorer les conditions 
25 de dep6t et d'etalement de reactifs sur un support d'analyse au moyen de 
masques, en proposant un masque qui permet notamment de reduire le 
nombre de pipetages de ces reactifs et qui permet de reduire la quantite de 
reactifs utilisee. Les moyens proposes dans le cadre de I'invention peuvent 
etre utilises dans toute technique d'analyse requerant le depot contr&le de 
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reactifs sur un support d'analyse. A cet egard, on mentionnera les techniques 
d'immunofixation suivant une separation electrophoretique, les techniques 
d'etalement d'un substrat determine, afin de developper une revelation 
enzymatique, par exemple pour I'analyse de la lactodehydrogenase (LDH) ou 
5 de la cr6atine kinase (CK). 

L'invention a en premier lieu pour objet un masque, convenant pour le 
depdt et I'etalement de r6actifs sur un support d'analyse, dont la conception 
tient compte d'une utilisation incluant son deplacement, pour la realisation de 
I'etape d'6talement des reactifs sur les zones determinees du support 
10 d'analyse. Le masque de l'invention peut de ce fait etre pr6sente comme 
etant un masque mobile en situation d' utilisation. 

La presente invention a egalement pour effet de limiter la 
consommation des reactifs, en particulier des antiserums qui sont des 
produits couteux et du fixateur dans la cas des factions d'immunofixation, et 
15 done de diminuer le cout des analyses effectuees. Elle a aussi pour effet de 
faciliter le chargement des reactifs dans le masque, en particulier en limitant 
le nombre de pipetages et/ou en autorisant le chargement automatise du 
masque. 

De plus, le masque propose assure une qualite de resultat constant©, 
20 dans des conditions de manipulation ameliorees, voire simplifies. En 
particulier, il devient inutile apres la phase d'incubation des reactifs etales au 
moyen du dispositif de l'invention d'eliminer les exces de reactifs qui restent 
entre le gel et le masque comme cela est necessaire iors de I" utilisation d'un 
masque tel que propose dans le brevet EP 0 526 271 B1. 
25 En effet, avec le masque selon l'invention, en fin de repartition et 

d'6talement des reactifs, il n'y a plus de reactif libre entre le masque et le 
support d'analyse, la totalite des reactifs initialement introduits ayant ete 
deposee sur le support d'analyse. II n'est done pas necessaire de pomper un 
exces de reactifs qui serait present sur le support d'analyse. 
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L' invention a done pour objet un masque, convenant pour le depfit et 
I'etalement de reactifs sur un support d'analyse d'echantillons biologiques, 
comprenant : 

une surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 
5 paralleles entre elles, separees par une distance constituant 

I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs zones delimitees (appelee pistes) localises au 
niveau de la surface inferieure du masque et comprenant un 
element faisant saillie (element en saillie) a la surface inferieure du 

10 masque, chaque element en saillie comprenant une partie 

constituant une pente par rapport a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur a la surface 
superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur, ledit orifice 

1 5 inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le plus bas 

de la pente de la piste, 
ce masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte permettent le maintien 
par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
laquelle serait place le masque, de reactifs charges au niveau de chaque 

20 ouverture et deposes sur le support d'analyse. 

L'expression "masque" designe de facon generate, dans la presente 
invention une plaque con9ue de facon a permettre, le cas echeant en 
collaboration avec des moyens associes, le position nement en regard de 
zones reperees d'un support d'analyse, ou doit se faire le depot et 

25 I'etalement de reactifs lorsqu'ils ont ete charges dans le masque et amenes 
au contact des zones reperees. 

L'ouverture est dite "associee a chaque piste", ce qui signifie dans le 
cadre de la presente demande, que son orifice inferieur est localise de facon 
a apporter le reactif charge dans l'ouverture du masque, au niveau de la 
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pente de la piste, de facon a permettre le depfit du reactif sur le support 
d'analyse et son maintien par capillarite entre le support et la piste, ainsi que 
son etalement sur le support d'analyse, lors du deplacement du masque. 

Ladite ouverture est par exemple un trou perpendiculaire a la surface 
5 superieure du masque, traversant le masque de part en part. L'orifice 
inferieur de I'ouverture est de facon preferee situe dans la pente, a proximite 
du point le plus bas de la pente. En etant localise « a proximite » du point le 
plus bas - par rapport a un plan horizontal - de la pente de la piste, l'orifice 
inferieur de I'ouverture permet un etalement du reactif liquide au niveau de (a 

1 0 piste, par une remont6e du reactif le long de la piste. 

L'orifice superieur de i'ouverture peut etre a la verticale de l'orifice 
inferieur. Altemativement, il peut §tre positionn6 suivant un plan incline par 
rapport a cette verticale des lors qu'il permet I'apport du reactif au niveau de 
l'orifice inferieur dans des conditions compatibles avec le depdt et I'etalement 

15 de ce reactif sur le support d'analyse. 

Avantageusement, une ouverture associee a une piste, constitute par 
un trou perpendiculaire a la surface superieure du masque et le traversant de 
part en part, est formee par un orifice circulaire, d6bouchant au niveau de la 
surface superieure du masque, qui se prolonge par une partie tronconique, 

20 se terminant par exemple par une partie cylindrique debouchant au niveau 
de la surface inferieure du masque, par un orifice situe dans la pente de la 
piste, a proximit6 du point le plus bas de la pente. La presence d'une partie 
cylindrique debouchant au niveau de l'orifice inferieur permet de repartir la 
pression que peut exercer par exemple une pipette sur les bords de l'orifice 

25 inferieur lors du chargement des reactifs, d'ou une amelioration de la 
resistance du masque. 

L'ouverture tronconique permet en outre avantageusement de guider 
une pipette de remplissage et permet d'assurer I'etancheite entre I'extremite 
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de la pipette et le masque lors de 1'injection du reactif entre la piste et le 
support d'analyse. 

Le cas echeant, I'ouverture est modifiee par rapport a la precedente, 
en ce que la partie conique se prolonge jusqu'a rorifice superieur de 
I'ouverture, par une partie cylindrique ci section circulaire. 

Un masque particulier selon les definitions precedentes de I'invention, 
convenant pour I'etalement de reactifs sur un support d'analyse 
d'echantillons biologiques, peut Stre d6fini comme comprenant : 

- une surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 
paralleles entre elles, separees par une distance constituant 
I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs pistes comprenant chacune un 6l6ment en saillie 
de forme allongee, emergeant sous la surface inferieure du 
masque, ledit element en saillie comprenant une partie constituant 
une pent© par rapport a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur present a la 
surface superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur, ledit 
orifice infeYieur etant situe dans la piste, a proximite du point le plus 
bas de la pente de la piste, 

ce masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte permettent le maintien 
par capillaritd entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
laquelle serait place le masque, de reactifs charges au niveau de I'ouverture 
et deposes sur le support d'analyse. 

Les pistes du masque ayant une forme allongee peuvent aussi §tre 
appel6es « rampes ». Leurs pentes sont toutes indin6es dans le meme sens. 

Un autre masque particulierement prefere selon I'invention entrant 
daris le cadre des definitions qui precedent comprend: 
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- une surface inferieure et une surface superieure au rnoins en partie 
paralleles entre elles, separees par une distance constttuant 
I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs pistes comprenant chacune un element en saillie 
5 emergeant sous la surface inferieure du masque, constitue par une 

protuberance de forme parallelepipedique tronquee, ledit element 
en saillie comprenant une partie constituant une pente par rapport 
a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
10 totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur present a la 

surface superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur, ledit 
orifice inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le plus 
bas de la pente de la piste, 
ce masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte permettent le maintien 
15 par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
laquelle serait place le masque, de reactifs charges au niveau de Pouverture 
et deposes sur le support d'analyse. 

Dans le cas ou I'element en saillie est constitue par un element de 
forme allong6e ou est constitue par une protuberance de forme 
20 parallelepipedique tronquee, ledit element en saillie a une surface superieure 
coYncidant avec la partie de la surface inferieure du masque dont ii 6merge, 
et une surface inferieure separee de la surface superieure selon au rnoins 
une pente par rapport a un plan horizontal, le point le plus bas de ladite 
pente situ6 a proximite dudit orifice inferieur de I'ouverture de chaque piste, 
25 etant le point le plus proche du support d'analyse en regard et a proximite 
duquel il est amene en position d'utilisation. 

L'element en saillie comprenant une pente emergeant a la face 
inferieure du masque7 permet avantageusement le niepdt et I'etalement de 
reactifs charges dans le masque, par deplacement du masque le long d'une 



10 



zone du support d'analyse venant en regard de !a ou des pistes du masque, 
dans un plan horizontal par rapport a ce support. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, le masque est 
pourvu d'une ou plusieurs pistes comprenant chacune un element en saillie 

5 emergeant sous sa surface inferieure, ledit element en saillie incluant une 
sphere creuse dont la cavjte est destinee a recevoir un reactif, et dont les 
dimensions sont adaptees a la largeur de la zone du support d'analyse 
devant etre couverte par le reactif, ledit r6actif etant maintenu par capillarite 
dans la cavite de la sphere et distribue sur le support d'analyse par un trou 

10 realise dans la sphere, lors du deplacement du masque. Un te! masque 
repond par ailleurs aux caracteristiques enoncees pour les elements en 
saillie de forme allongee. 

Selon un mode de realisation particulier de I'invention, les surfaces 
inferieure et superieure du masque sont totalement paralleles entre elles, en 

15 dehors des zones constituant les pistes, voire en dehors des zones 
constituant les pentes des pistes. 

Dans le cadre des modes de realisation de I'invention decrits ci- 
dessus, la pente presente au niveau de chaque piste du masque, quelle que 
sort la forme de I' element en saillie, coincide avec la piste. 

20 Alternativement, la pente peut s'etendre sur une partie seulement de 

la piste. Par exemple la piste comportant I'orifice inferieur au point le plus bas 
de sa pente peut se prolonger au dela de ladite pente, par exemple dans un 
plan horizontal. Selon une autre variante, la pente peut etre constituee de 
plusieurs pentes. 

25 Lorsqu'un masque selon I'invention est utilise en association avec un 

support d'analyse d'echantillons biologiques, par exemple un gel 
d'electrophorese, ce masque est amene « a proxirnite » du support 
d'analyse: ceci signifie que le masque n'entre pas en contact avec les zones 
du support sur lesquelles doivent se faire le depot et I'etalement du ou des 
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reactifs (encore appelees zones d'incubation des reactifs) et qu'en outre le 
ou les reactifs deposes sur ledit support sont maintenus, par I'effet des forces 
de capillarite, entre les pistes du masque et ledit support d'analyse, ce qui 
permet leur etalement sur des zones determinees de ce support d'analyse 
5 situees en regard des pistes du masque lors de son deplacement 
parallelement au support d'analyse, au dessus de ce support. 

La pente formee au niveau de l' element en saillie de chaque piste du 
masque est telle que son point dit le plus bas est le point le plus proche du 
plan horizontal constitu6 par le support d'analyse en position d'utilisation. En 
10 consequence, le point dit le plus haut de la pente de ladite piste est le point 
le plus eloigne du plan horizontal constitu6 par le support d'analyse dans 
cette situation de fonctionnement. La face inferieure de chaque piste du 
masque en regard du support est done inclinee par rapport a l'horizontale. 

La position des pistes par rapport au plan horizontal du support 
15 d'analyse, et la position de I'orifice inferieur de I'ouverture associee a chaque 
piste permettent lors de I'etalement des r6actifs deposes sur le support 
d'analyse, d'en d'assurer la venue au point le plus bas de la pente de la 
piste, puisqu'en ce point, les forces de capillarite exercees sur les reactifs 
sont les plus grandes. 
20 Le liquide constituant le reactrf peut etre reparti sur la totalite de la 

piste ou sur une partie seulement de la piste. 

Ainsi, le depot et I'etalement du ou des reactifs au moyen du masque 
selon I'invention peuvent se faire de facon eontrdlee sur des zones 
delimitees du support d'analyse, sans qu'un contact soit etabli entre les 
25 pistes du masque et le support d'analyse. 

En dehors des zones du support d'analyse venant en regard des 
pistes du masque lors de son utilisation, un contact peut etre etabli entre le 
masque et le support d'analyse, des lors qu'en mouvement, le masque peut 



12 



glisser parallelement au support d'analyse, le long de ce support, sans 
I'endommager. 

Selon un mode de realisation particulier de I'invention, aucun point du 
masque en situation d'utilisation ne vient au contact du support d'analyse, a 
I'exception eventueliement de zones du masque permettant son 
positionnement a proximite du support d'analyse. 

II est preferable de prevoir que lappur du masque ntcessaire a son 
positionnement a proximite du support d'analyse. soit realise a I'ext6rieur 
dudit support d'analyse, par exemple sur le plan (ou plateau) sur lequel le 
support est depose. 

Lorsqu'il est question de la surface superieure et de la surface 
inferieure du masque, des pistes ou des pentes, ces notions sont entendues 
par reference a la position du masque au dessus d'un support d'analyse lui- 
meme en position horizontale. En d'autres termes, la surface inferieure du 
masque et la surface inferieure de chaque piste, ou de chaque pente, sont 
en regard de la surface du support d'analyse lorsque le masque est en 
position d'utilisation. Le plan horizontal par rapport auquel est definie la pente 
de T element en saillie. peut done etre celui du support d'analyse lorsqu'il est 
utilise dans une position horizontale. 

L'invention a egalement pour objet un masque dont I'utilisation pour 
deposer et etaler des reactifs sur un support d'analyse, fait appel au principe 
mis en oeuvre dans le cadre de I'invention, du maintien par capillarite des 
r6actifs entre une pente definie au niveau du masque et une zone du support 
d'analyse en regard de ladite piste, ledit masque se distinguant du masque 
defini pr6cedemment par le fait que la pente constitute au niveau de chaque 
piste du masque, est rtalisee par Pinclinaison conferee au masque par 
rapport au support d'analyse, lors de son utilisation. La surface inferieure du 
masque est dans ce cas parallele a la surface inferieure de I'element en 
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saiflie qui vient en regard du support d' analyse, la pente resultant du 
positionnement incline du masque par rapport au support d'analyse. 

Dans le cadre de ce mode de realisation particulier, les 
caracteristiques des pistes definies pour les masques dont la pente est 
5 integree a la piste sont transposables lorsque la pente est constitute du fait 
de I'utilisation du masque en position inclinee par rapport au support 
d'analyse. 

Ainsi, lorsque ia piste est de forme allongee, elle peut etre de forme 
parallelepipedique, delimitant par sa forme ia zone de maintien des reactifs 

10 par capillarite entre la piste et ie support d'analyse. En situation d' utilisation, 
I'ouverture traversant le masque est situee en un point de la piste qui se 
trouve a proximite du point le plus bas de ia pente formee par I'inclinaison 
relative du masque par rapport au support d'analyse. 

Le masque selon I' invention est de dimensions compatibles avec les 

15 dimensions du support d'analyse sur lequel on veut deposer et etaler des 
reactifs et les pistes de ce masque sont de formes et de dimensions 
compatibles avec le volume de reactif liquide que Ton souhaite deposer et 
etaler sur le support d'analyse et avec la forme et a la dimension des zones 
delimitees du support d'analyse sur lesquelles doivent itre realises ie depot 

20 et I'etalement des susdits reactifs, par exemple en vue de leur incubation 
avec les constituants de I'echantiilon biologique. 

Pour deposer et etaler un ou plusieurs reactifs sur un support 
d'analyse d'echantillons biologiques lorsque le masque et le support 
d'analyse sont disposes parallelement I'un par rapport a I' autre, on deplace le 

25 masque dans un plan horizontal au dessus du plan du support d'analyse, a 
partir de la zone du support d'analyse au niveau de laquelle est initialement 
positionne le masque et qui correspond au point de depot initial des reactifs, 
de facon a etaler les reactifs sur les zones du support d'analyse venant en 
regard des pistes du masque. 
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Pour deposer et staler un ou plusieurs reactifs sur un support 
d'analyse d'echantillons, lorsque la pente des pistes du masques resulte non 
pas de la structure des pistes, mais de rinciinaison conferee au masque par 
rapport au support d'analyse (ou inversement), on deplace le masque dans 
5 un plan incline donne, selon des modalites identiques a celles decrites pour 
le masque dont les pistes comportent une pente dans leur structure. 

Chaque deplacement permettant un passage du masque au dessus 
de la totalite des zones reperees du support d'analyse devant recevoir les 
reactifs, est appele « balayage ». Un premier balayage peut parexemple etre 
10 fait de la zone correspondant a I'anode d'un support d'electrophorese vers la 
zone correspondant h la cathode d'un tei support, ou dans le sens inverse, 
de facon a couvrlr la totality des zones d6limhees devant recevoir les 
reactifs, ces zones correspondant dans le cas d'un support (tel qu'un gel) 
d'electrophorese, aux pistes de migration electrophoretique. 
15 Le masque congu selon I'invention permet done, lors de son 

deplacement par balayage de la surface d6termin6e du support d'analyse 
O apres le chargement des reactifs au niveau de I'ouverture associee a chaque 

piste, de r6aliser le depdt et I'etalement desdits reactifs sur la totalite des 
zones determinees du support d'analyse, pour I'ensemble des echantillons 
20 biologiques testes se succedant dans la direction du deplacement du 
masque. 

II devient done inutile de multiplier le pipetage de chaque reactif pour 
chaque echantillon a traiter. Le nombre de pipetages a effectuer correspond 
au nombre de reactifs devant Stre deposes sur une rangee du support 
25 d'analyse, et correspond done normalement au nombre d'ouvertures prevues 
dans le masque, lorsque toutes les pistes du masque sont utilisees. 

En outre, la quantite de chaque reactif chargee au niveau du masque 
peut etre considerablement diminuee par rapport a la quantite de chaque 
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reactif norrnalement utilisee lorsque chaque reactif doit etre charge pour 
chacun des echantillons presents sur le support d'analyse. 

A titre d'exemple, si le masque selon ('invention est destine au depot 
et a I'etalement de reactifs pour realiser une immunofixation, en vue de 
5 detecter des constituants particuliers d'un echantillon biologique 
prealablement analyse par electrophorese, on observe que pour I'utilisation 
de 6 reactifs pour chaque echantillon teste (soit generalement un fixateur 
capable de fixer les constituants de I" echantillon de facon a realiser un profit 
temoin au niveau du support d'electrophorese, et des antiserums specifiques 

10 anti- IgG, IgA, IgM, k et X), la quantite de chaque reactif charge sur le 
masque est diminuee de 4,5 fois par rapport a la quantite chargee, pour 
chaque echantillon a traiter, lors de I'utilisation d'un masque fixe tel que celui 
du brevet EP 0 526 627. 

La quantite de chaque reactif chargee au niveau de chaque piste du 

15 masque est determinee en fonction de la dimension de la zone d'incubation a 
recouvrir au moyen de ce reactif, par exemple en fonction du nombre de 
rangees d'echantillons se succedant dans la direction de deplacement du 
masque. Lorsque le masque est utilise pour le depot et I'etalement de 
reactifs en vue d'une immunofixation, la zone d'incubation comprend ou 

20 coincide avec la zone du support d'electrophorese qui comprend le profil 
electrophoretique des echantillons a analyser. 

A titre d'exemple, au moyen d'un masque comportant trois groupes de 
six pistes sur une rangee, on peut realiser une immunofixation de neuf 
echantillons, voire de 12 ou 18 echantillons (repartis par exemple en rangees 

25 de 3 echantillons differents, chaque echantillon occupant 6 pistes du support 
d'analyse pour I'electrophorese et done du masque. 

Le masque est avantageusement charge avec une quantite de reactifs 
telle que chaque zone determinee du support d'analyse sur laquelle doit etre 
etale un reactif, est dej£ couverte de facon homogene par ce reactif, en un 
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balayage. Pour determiner le volume charge de chaque reactif, ont tient 
compte de la course du masque par balayage du support d'analyse et de la 
largeur de la zone a recouvrir sur le support d'analyse. De facon generate, on 
retient que la quantite de chaque reactif charge varie entre 4ul et 15ul, et par 
5 exemple est une quantite de 15, 10, 8, 6 ou 4pl pour chaque reactif. 

A titre d'exemple, on observe qu'un volume de 4ul de r6actif peut 
suffire a couvrir une surface de support d'analyse de 175 mm 2 , de fagon 
homogene, correspondant a un etalement de reactif de 0,02ul/mm 2 de 
support d'analyse. 

10 De preference, le masque selon I' invention est un masque rigide, ou 

rigidifie notamment par association avec des moyens de rigidification qui 
peuvent par exemple, participer au positionnement et/ou au guidage du 
masque. 

Le choix du materiau utilise pour realiser le masque n'est pas limite en 
15 principe. 

Le masque peut etre par exemple realist en un materiau susceptible 
d'etre moule, de fournir une surface lisse, notamment en matiere plastique. 

Le materiau peut etre transparent ou translucide et on citera a titre 
d 'exemples les materiaux tels que polycarbonate, polymetacrylate 
20 polyethylene, polystyrene crista!, plexiglas. 

Le masque selon I'invention peut etre de type jetable apr6s une 
utilisation. 

La rigidite conferee au masque permet de s'assurer de son 
de-placement dans un plan determine, horizontal ou incline, par rapport au 
25 support d'analyse, lorsqu'il est associe, par exemple encliquete, aux moyens 
de positionnement et aux moyens de guidage appropries. 

Dans un mode de realisation prefere de I'invention, un masque 
repondant aux caracteristiques definies dans les pages precedentes 
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comporte plusieurs pistes paralleles entre elles, reparties sur la longueur du 
masque. 

Lorsque, dans le cas le plus frequent, le masque comporte plusieurs 
pistes paralleles entre elles, I'ecartement entre les pistes (ecartement 
5 interpistes) est determine en fonction du nombre de pistes sur le masque, de 
la necessite de prevenir d'eventuelles interactions entre les reactifs, en 
particulier entre le fixateur et les antiserums. 

Avantageusement, I'ecartement entre les differentes pistes paralleles 
est constant. Cet ecartement peut etre faible, par exemple inferieur a 3mm, 
10 et en particulier de I'ordre de 2,5mm, 6tant de preference superieur ou egal a 
2mm, en particulier pour empecher une interaction 6ventuelle entre le 
fixateur et I'antiserum de la piste voisine. 

La zone du support d'analyse au niveau de laquelle a lieu I'etalement 
de chacun des reactifs a une largeur au moins 6gale a la largeur de la piste 
15 du masque mise en regard de cette zone. 

A titre d'exemple, la largeur de la piste et la largeur de la surface 
d'incubation, qui peut correspondre a I'etalement du profil electrophoretique 
sur le support d'analyse, sont semblables et d' environ 2,5 mm. Selon un 
autre exemple la largeur en question est de 3,5mm. 
20 Pour eviter que se produise une interaction entre reactifs voisins, on 

peut en outre disposer les pistes du masque de facon a prevenir le 
chevauchement des differentes zones de depot des reactifs ou des zones de 
diffusion eventuelle des reactifs deposes sur le support d'analyse. En 
particulier, il convient de s'assurer que le reactrf destine a la realisation du 
25 profil temoin de chaque echantillon n'interagit pas avec les reactifs 
specrRques (notamment les antiserums), ce qui pourrait fausser la d6tection 
de constituants particuliers de I'echantillon. 

Pour ce faire, un premier mode de realisation du masque comprenant 
plusieurs pistes paralleles entre elles, reparties sur la longueur du masque 
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avec un ecartement constant, consiste a prevoir une premiere serie de pistes 
paralleles entre elles, reparties sur la longueur du masque et une deuxieme 
serie de pistes paralleles entre elles et paralleles a la premiere serie des 
pistes et dont les orifices inferieurs sont s'rtues dans le meme plan horizontal, 
5 cette deuxieme serie de pistes formant un alignement d6cale par rapport a 
I'alignement forme par la premiere serie de pistes. 

Selon une variante de realisation du masque, I'alignement decale de 
la deuxieme serie de pistes est remplace par ('augmentation de I' ecartement 
entre lesdites pistes de la susdite premiere serie et les autres pistes de la 

1 0 susdite deuxieme serie. 

Le decalage de la deuxieme serie de pistes ou I'ecartement de cette 
s6rie de pistes par rapport aux pistes de la premiere serie, est destine a 
prevenir ('interaction entre des reactifs de la deuxieme serie de pistes et ceux 
des autres pistes, lors de leur depot sur le support d'analyse. En general ces 

1 5 pistes decalees ou plus ecartees sont destinees a recevoir le fixateur dans 
une immunofixation, capable de fixer les proteines du profil electrophoretique 
de facon a realiser un profil temoin. 

Lorsque le masque ne comporte pas une serie de pistes ainsi 
decalees ou ayant un ecartement difference par rapport a celui des autres 

20 pistes, Interaction entre les reactifs en question peut elre evitee si besoin, 
en effectuant le chargement et le depot de ces reactifs separement, en deux 
temps, au niveau du support d'anaiyse. 

Par exemple, on realise le depot du fixateur du c6te anodique du 
support d'6lectrophorese, puis on I'etale par balayage avant de charger les 

25 antiserums, par exemple en position anodique mais decalee, par exempie 
d'environ 5mm vers la cathode par rapport a la position du premier 
chargement. Alternative ment le chargement des antiserums est realise en 
position cathodique. 
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Lorsque le masque est realise de facon a ce que la pente des pistes 
resulte de I'inclinaison du masque par rapport au support d' analyse et non 
pas de la structure des pistes, le decalage des pistes ou groupes de pistes 
n'est pas necessaire, les reactifs devant alors etre charges et d6poses en 
5 plusieurs temps selon leur nature. 

Le masque selon I' invention peut etre realise de facon a ce que les 
pistes soient organisees en plusieurs groupes, chaque groupe etant par 
exemple constitue par une piste positionnee de facon d6calee par rapport 
aux autres pistes alignees les unes par rapport aux autres, et par les pistes 
1 0 alignees precedant la piste decalee suivante. 

Par allleurs, le masque de ('invention est tel qu'il permet par sa 
structure et le cas echeant par les conditions de son utilisation, le depot et 
I'etalement de reactifs sans interaction entre les differents reactifs deposes 
sur les differentes zones du support d'analyse. 
15 On a pu observer, notamment au niveau de la zone de depot initiate 

des r6actifs sur le support d'analyse, prealablement a leur etalement, un 
phenomene localise de diffusion desdits reactifs sur le support d'analyse. 

Pour eviter les consequences eventuelles des phenom^nes de 
diffusion localisee des reactifs au moment de leur depot, on peut 
20 avantageusement choisir de deposer les reactifs au moyen du masque, en 
dehors de la zone du support d'analyse susceptible de comporter les 
constituants des echantillons a detecter, done par exemple en dehors de la 
zone comportant les profils electrophoretiques. 

Dans le cas d'une immunofixation, on depose par exemple lesdits 
25 reactifs dans une zone situee en dehors de celle correspondant au profil 
6lectrophoretique, par exemple du cote anodique du support par rapport a 
ces profils. 
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Avantageusement, le masque de I'invention est te! que I'ouverture le 
traversant de part en part est perpendiculaire aux surfaces superieures et 
inferieures du masque. 

La forme des ouvertures du masque doit permettre d'y charger une 
5 quantite de reactifs suffisante pour permettre le depot et I'etalement de ce 
reactif sur ia totalite de la zone determinee du support d'analyse sans devoir 
proceder a un nouveau chargement du masque avec ledit reactif. 

En outre, cette ouverture a une forme et une localisation compatibles 
au depot et au maintien par capillarite d'une quantite donnee de reactif entre 
10 la piste du masque et le support d'analyse, jusqu'a epuisement de la quantite 
introduite au cours de I'operation d'etalement du reactif sur le support 
d'analyse. 

Lors du depot des reactifs sur le support d'analyse, il convient, quand 
le chargement du masque est effectue au-dessus du support d'analyse avec 

15 remplissage des pistes au fur et a mesure du chargement des reactifs, 
d' assurer I'etancheite entre le masque et I'extremite de la pipette ou de tout 
autre moyen utilise pour charger les reactifs dans le masque. 

Le volume de Touverture peut par ailleurs etre prevu pour permettre le 
chargement des reactifs a i'exterieur du support d'analyse, les reactifs devant 

20 dans ce cas etre retenus dans leur totalite par capillarite dans I'ouverture, 
jusqu'a leur d6p6t sur le support d'analyse. Dans ce cas, le masque est 
ensuite positionne de facon a assurer le depot des reactifs qu'il contient, sur 
le support d'analyse. Ce positionnement doit done permettre d'etablir te 
contact, eventuellement par des modalites particulieres, entre le iiquide et le 

25 support d'analyse. 

Avantageusement; I'ouverture presente au niveau de chaque piste 
peut recevoir le reactif en exces par rapport a la quantite de reactif 
necessaire a la reaction. 
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Le masque selon r invention permet d'utiliser des quantites reduites de 
reactifs, par exemple d'environ 15pl, ou 10 pi. Cependant, les dimensions de 
I'ouverture traversant le masque et destin6e a recevoir ces reactifs, peuvent 
etre determinees pour accepter une quantite de reactifs superieure a la 
quantite effectivement mise en ceuvre. Par exemple, le volume de I'ouverture 
peut permettre d' accepter une quantite de reactif allant jusqu'a environ 30pl. 

Les caracteristiques geometriques du masque, en particuiier le 
nombre de pistes, I'ecartement entre pistes (ecartement interpistes) sont 
adaptees au nombre de dep6ts, a leur largeur et a I'ecartement de ces 
depots effectues par rangees de depots sur le support d'analyse. 

II est entendu et c'est une caracteristique du present dispositif, que le 
meme masque peut etre utilise pour reveler sur un meme gel plusieurs 
rangees de dep6ts ayant les memes caracteristiques en nombre et en 
dimensions. Ces rangees de depots ont 6te realisees sur le support 
d'analyse, en rangees paralleles entre elles, et perpendiculaires a la direction 
de la migration electrophoretique. 

Avantageusement, la geometrie du masque selon I'invention permet 
le dep6t et le maintien du reactif par capillarite entre chaque piste du masque 
et le support d'analyse, lorsque la distance entre le masque et le support 
d'analyse est inferieure ou egale a 2 mm de preference comprise entre 0,1 et 
1 ,5 mm. Cette distance entre le masque et le support d'analyse varie selon le 
point considere du masque, en particuiier cette distance est de pref6rence 
d'environ 0,1 a 0,5 mm au point du masque le plus proche du support 
(correspondant au point le plus bas de la pente de la piste ou de la pente du 
masque) et cette distance est de preference inferieure a 2 mm, 
avantageusement inferieure ou egale a 1 ,5 mm, au point du masque le plus 
eloigne du support d'analyse (correspondant au point le plus haut de la pente 
de la piste ou de la pente du masque). 
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Dans ces limites, I'inclinaison de la pente doit §tre telle que 
I'ecartement du masque par rapport au support d'analyse est compatible 
avec les forces capillaires qui maintiennent le reactif entre la piste et le 
support d'analyse. 

5 A titre d'exemple, un masque selon I' invention est realise de facon 

telle que les pistes sont separees les unes des autres par un ecartement 
sup6rieur ou egal a 1,5 mm. De preference, I'ecartement entre les pistes est 
de 2,5 mm. La largeur des pistes est avantageusement de 2,5 mm. 

La piste du masque reservee au fixateur peut en outre etre decalee, 
10 par exemple peut se trouver en position plus anodique que les autres pistes, 
lorsque le masque est en position d' utilisation, a proximite d'un support 
d'analyse constitue par un gel d'electrophorese. 

Ainsi un masque particulier est caracterise en ce que la piste destinee 
au fixateur n'est pas alignee avec les autres pistes, se trouvant decalee par 
15 rapport a I'alignement forme par les autres d'une distance de 5, de 
preference 6 a 7 mm. 

Un masque particulier convenant a la realisation de I' invention et en 
particulier un masque adapte a une utilisation avec un gel d'electrophorese 
de longueur 10 cm et de largeur (entre les poles anodique et cathodique) 
20 d'environ 8cm est tel que chaque piste du masque a les dimensions 
suivantes : 

- longueur : 3 a 1 5 mm 

- largeur : 1 a 10 mm 

- inclinaison de la pente : 1 a 10° par rapport a 1'horizontale. 

25 Un masque particulierement prefere convenant notamment pour une 

utilisation avec le gel ci-dessus, est un masque dans lequel chaque piste a 
les dimensions suivantes : 

- longueur : 7 mm 

- largeur: 2,5mm 
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- inclinaison de la pente : 5° par rapport a I'horizontale. 
Dans ces modes de realisation particuliers, les autres caracteristiques 
du masque 6noncees ci-dessus peuvent naturellement etre associees aux 
caracteristiques particulieres ci-dessus. En particulier, I'ecartement 
5 interpistes est avantageusement de 2,5 mm et/ou le decalage entre 
1'alignement des pistes des reactifs specifiques et I'alignement des pistes du 
fixateur est de 6 a 7 mm. 

Encore suivant un mode de realisation particulierement avantageux 
de I'invention, le masque est tel que I'ouverture qui le traverse repondant aux 
10 caracteristiques decrites ci-dessus a ce sujet, a une partie conique formant 
un angle d'environ 50°. 

Dans le cadre des differents modes de realisation de I'invention, 
I'epaisseur du masque est avantageusement comprise entre 1 et 10 mm. 

Lorsque le masque selon I'invention est utilise pour le depot et 
15 I'etalement de reactifs sur un support d'electrophorese, il peut encore etre 
caracterise en ce qu'il est compatible avec les caracteristiques de localisation 
des echantillons biologiques separes sur le support d'electrophorese ; en 
particulier ledit masque permet : 

- Palignement des rangees des pistes du masque, 
20 perpendiculairement a la direction de migration electrophoretique ; 

- le positionnement du masque a proximite du support d'analyse, de 
facon a permettre le maintien des r6actifs par capillarite entre les 
pistes du masque et le support d'analyse ; 

- le positionnement transversal du masque par rapport a la direction 
25 de migration electrophoretique, pour permettre I'alignement des 

rangees des migrations electrophoretiques realisees sur le support 
d'analyse et des rangees de pistes du masque. 
Pour etre utilise avec differents supports d'analyse, et a titre 
d'exemple, un masque selon I'invention peut comprendre entre 1 et 24 
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pistes, de preference entre 6 et 24 pistes, notamment peut comprendre 6, 9, 
12, 15 ou 18 pistes. 

Un masque comprenant 18 pistes permet, s'il est destine a I' utilisation 
dans une reaction d immunofixation faisant suite a une separation 
5 electrophoretique, de deposer pour trois Echantillons d'rfferents occupant une 
m6me rangee du support d'electrophorese, et pour un nombre donne de 
rangees d'echantillons (par exemple 2 ou plus, notamment 3 ou 4), un 
fixateur pour realiser un profil temoin et 5 reactifs specifiques tels que des 
antiserums, notamment des antiserums anti-IgG, anti-lgA, anti-lgM, anti-K et 
10 anti-X., pour chaque echantillon. On peut aussi realiser selon les memes 
modalites un masque a 6 ou 12 pistes. 

L' invention a 6galement pour objet un masque tel que defini ci- 
dessus, associe a des moyens de positionnement destines a maintenir la 
surface inferieure des pistes du masque, a proximite de la surface du support 
15 d' analyse au voisinage duquel le masque serait amene pour le depot et 
!'6talement de reactifs sur le support d' analyse. 

Des moyens de positionnement appropries peuvent £tre constitues 
par des but£es susceptibles de reposer sur le support d'analyse en dehors 
de la surface d'incubation comportant les echantillons biologiques ces but^es 
20 etant de dimensions telles que le masque ne vient pas au contact du support 
d'analyse dans sa partie correspondant a la surface d'incubation des reactifs. 

Les moyens de positionnement peuvent en outre etre associes a des 
moyens de guidage du masque de facon a permettre son d6placement 
controle au-dessus du support d'analyse, conformement a ce qui a et6 
25 enonc6 ci-dessus. 

L' invention a done aussi pour objet, un dispositif pour le depot et 
I'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un support d'analyse d'echantillons 
biologiques comprenant : 

a) un masque tel que ci-dessus defini, 
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b)des moyens de positionnement et de guidage du masque 
permettant le positionnement du masque de facon telle que le 
masque est maintenu a proximite de la surface du support 
d'analyse et permettant le guidage du masque par balayage de ia 
5 surface du support d'analyse, dans un plan horizontal parallele a 

la surface dudit support, pour permettre le depot et I'etalement 
des reactifs sur chacune des zones determinees du support 
d'analyse venant en regard des pistes du masque. 
Selon une variante de I'invention, le masque mis en ceuvre est tel 
10 que la pente des pistes resulte de I'inclinaison du masque par rapport au 
support d'analyse. Dans ce cas, I'invention vise un dispositif pour le depot et 
I'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un support d'analyse d'eehantillons 
biologiques comprenant : 

a) un masque tel que ci-dessus defini, 
15 b) des moyens de positionnement et de guidage du masque 

permettant le positionnement du masque de facon telle que le 
masque est maintenu a proximite de la surface du support 
d'analyse et permettant le guidage du masque par balayage de la 
surface du support d'analyse, dans un plan incline determine a la 
20 surface dudit support, pour permettre le depot et I'etalement des 

reactifs sur chacune des zones d6terminees du support d'analyse 
venant en regard des pistes du masque. 



Dans un mode de realisation particulier de I'invention, le dispositif ainsi 
25 defini est tel que les moyens de positionnement et de guidage du masque 
permettent d'etablir une distance entre le support d'analyse et le point de la 
piste du masque le plus proche dudit support (correspondant au point le plus 
bas de la pente), comprise entre 0,1 mm et 0,5 mm, et une distance 
inferieure a 2 mm, de preference inferieure ou egale a 1,5 mm au point 
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d'eJoignement le plus important entre le masque et le support (correspondant 

au point le plus haut de la pente). 

La distance entre le support d'analyse et le point de la piste du 

masque le plus proche dudit support est de preference de 0,5 mm. 
5 Les moyens de positionnement et de guidage du masque selon 

I' invention peuvent etre tous moyens appropries, le cas echeant presents 

dans un appareil de realisation d'electrophorese. Un limiteur de course peut 

par exemple etre une butee. 

Les moyens de guidage comprennent avantageusement un limiteur de 
1 0 course permettant de delimiter la course de deplacement du masque. 

Les moyens de positionnement et de guidage peuvent dans un mode 

de realisation particulier de IMnvention, permettre le deplacement automatise 

du masque le long du support d'analyse. Neanmoins, le masque selon 

I' invention peut sans difficulty etre deplace manuellement de facon a couvrir 
15 par le balayage du support d'analyse, le cas Echeant au moyen de plusieurs 

deplacements allers et retours, la totalite des zones determinees, avec les 

r6actifs contenus dans le masque. 

L'invention a egalement pour objet un procede de depot et 

d'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un support d'analyse comprenant 
20 des 6chantillons biologiques, ce procede comprenant les etapes de : 

- positionnement d'un masque ci-dessus defini ou d'un dispositif ci- 
dessus defini, a proximite du support d'analyse, 

- chargement du ou des reactifs sur le masque de facon a permettre 
le depot du ou des reactifs sur le support d'analyse, leur maintien 

25 par capillarite entre ledit support et la ou les pistes dudit masque ; 

- deplacement du masque par balayage du support d'analyse de 
facon a permettre I'etalement du ou des reactifs sur le support 
d'analyse au niveau de zones delimitees dudit support, le ou les 
reactifs etant etales en quantrte suffisante pour permettre leur 
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interaction avec les constituants des echantillons biologiques 
presents sur ledit support d'analyse. 
Lorsque les pistes du masque comportent une partie en pente, le 
deplacement du masque est effectue dans un plan horizontal par rapport au 
5 plan du support d'analyse au-dessus du support et parallelement au support. 

Lorsque les pistes du masque ne comportent pas de pente et sont 
done positionnees de facon inclinees par rapport au support d'analyse pour 
realiser une pente, le deplacement du masque est effectue parallelement au 
plan du support d'analyse lui meme en position horizontale si le masque est 
10 incline. 

Lorsque le masque est positionne a proximite du support d'analyse et 
des que les reactifs sont venus en contact avec le support d'analyse, on peut 
proceder imm6diatement a son deplacement par balayage au dessus dudit 
support d'analyse. 

15 Lorsque les reactifs sont etales sur les zones determinees du support 

d'analyse, par exemple sur les zones correspondant aux pistes de migration 
electrophoretique des echantillons biologiques, ces zones constituent des 
zones d' incubation desdits reactifs avec les constituants des echantillons. 

Un avantage de I'utilisation du masque selon I'invention reside dans le 

20 fait que lorsque I'etalement est termine, le masque peut etre immediatement 
eloigne des zones delimitees constituant les zones d' incubation du support 
d'analyse, la quantite de reactif chargee dans le masque etant epuisee. 

Un autre avantage lie a I'utilisation du masque selon I'invention est de 
permettre un etalement uniforme des reactifs sur les zones d'incubation. 

25 Avantageusement, on utilise une quantite de reactif en exces, par 

rapport a la quantite necessaire pour recouvrir les zones du support 
d'analyse au niveau desquelles dort intervenir I" incubation entre les 
constituants de Techantilion et les reactifs. Une quantite de reactif en exces 
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est une quantity superieure a celle repartie par un passage simple (un 
balayage), a une vitesse de balayage du support d' analyse d' environ 2 cm/s. 

La quantite de reactif laissee sur le support d'analyse par unite de 
surface balayee, depend de la surface et notamment de ia longueur de 
5 balayage. Elle augmente quand la vitesse de balayage dlminue. 

La vitesse de deplacement du masque par rapport au support 
d'analyse est normalement comprise entre 0,5 et 2 cm/s. 

A trtre d'exemple, pour etaler des reactifs sur un support 
d'electrophorese ayant une largeur de 8 cm determinee entre I'anode et la 
10 cathode (correspondent a la longueur de balayage), deux deplacements 
comportant chacun un aller et retour peuvent etre effectues, chaque 
deplacement pouvant etre realise en 3 secondes environ. Dans ce cas, on 
peut deposer une quantite de reactif par piste comprise entre 6 ul et 10 pi. 

A vitesse lente, c'est a dire a environ a 0,5 cm/s et pour une largeur de 
15 piste du masque de 2,5 mm, on epuise par exemple un reactif en quantite de 
3-4 pi introduits sous la piste, apres 70 mm de course. 

Ainsi, pour des pistes de 2,5 mm de large et une course de balayage 
du masque par rapport au support d'analyse de 70 mm, on utilisera 
avantageusement un volume de reactif d' environ 8 a 10 pl/piste. 
20 Ainsi, quand le premier balayage aura ete realise, il restera encore du 

reactif sous la piste meme si le deplacement est lent de 0,5 cm/s et a fortiori 
si le deplacement est a vitesse moyenne de 2 cm/s. 

D'autres balayages seront necessaires pour epuiser la totalite des 
reactifs introduits. Le nombre de balayages peut varier en fonction du volume 
25 de reactif introduit dans chaque piste. 

En pratique, le volume de chaque reactif mis en ceuvre est tel que 4 
balayages sont suffisants pour epuiser le reactif. 

Avec 10 pi charges au niveau de chaque ouverture, le masque est par 
exemple soumis a 2 allers et retours pour une longueur de balayage de 70 
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mm. Une fois tous les reactifs repartis en surface du gel apres ces 4 
passages, le masque est retire sans qu'il y aft de risque d'etalement inopin6 
et la phase d'incubation proprement dite debute. 

Si on diminue la longueur de balayage, on peut avantageusement 
5 diminuer la quantite de reactif etale par piste. 

On a indique ci-dessus que le masque utilise pour la mise en ceuvre 
du precede de dep6t et d'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un support 
d'analyse est avantageusement un masque dans lequel les pistes destinees 
au fixateur capable de fixer les constituants des echantillons biologiques pour 
10 realiser un profil temoin sont decalees par rapport aux autres pistes selon ce 
qui a ete decrit plus haut. 

Ce decalage entre la piste du fixateur et par exemple les pistes 
destinees aux antiserums sp6cifiques evite rinteraction entre les reactifs lors 
de leur depot sur le support d'analyse. Ce decalage se justifie en particulier 
15 lorsque tous les reactifs sont charges au niveau du masque et deposes 
ensemble. 

Alternativement, par exemple lorsque les pistes destinees au fixateur 
ne sont pas decalees, on procedera a un chargement du masque en deux 
fois, de facon a deposer dans un premier temps, les antiserums et dans un 

20 second temps, le fixateur. Ce chargement en deux fois peut etre realise 
alternativement en procedant d'abord au chargement et au depot du fixateur 
puis au chargement et au depdt des reactifs specifiques. 

Lorsque le masque est tel qu'il doit Stre utilise en position inclinee pour 
realiser une pente au niveau des pistes, par rapport au support d'analyse, les 

25 pistes ne sont pas decalees les unes par rapport aux autres mais le 
chargement des reactifs dont on veut eviter qu'ils interagissent (fixateur et 
antiserums par exemple) est fait en deux temps : le reactif charge dans un 
premier temps est etale par balayage avant le chargement du reactif (par 
exemple de I' antiserum) charge dans un deuxieme temps. 
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Le procede de depot et d'etalement de reactif selon I" invention est 
selon un mode de realisation particuiier, tel que le chargement du masque au 
moyen du ou des reactifs s'effectue en dehors de la zone de la surface du 
support d'analyse comprenant les echantillons biologiques. 
5 En effet, pendant ce remplissage qui necessite un certain temps (30 

secondes a 2 minutes), la zone du support d'analyse recouverte par les 
reactifs a ce niveau est plus large que la piste elle-meme par suite d'un 
phenomena de diffusion. Cette diffusion pourrait entramer un elargissement 
anormal du profil, revele apres I'incubation du reactif avec les constituants de 
10 I'echantillon biologique, si ce remplissage se faisait a la verticale d'une zone 
comportant un profil des constituants des echantillons devant itre reveles. 

Si le chargement du masque est realise en dehors des zones du 
support d'analyse comportant les constituants des echantillons, cet 
inconvenient resultant de la diffusion des reactifs de la zone de dep6t ne se 
15 produitpas. 

Ainsi, Jorsque la taille de la surface du support d'analyse le permet, 
ledit chargement peut etre effectue dans la partie anodique au dela de la 
zone dans laquelle se situent les profils de migration electrophoretique 
desdits echantillons. 

20 Lorsque la taille de la surface du support d'analyse ne permet pas un 

tel depfit en dehors de la zone contenant les profils de migration 
electrophoretique des echantillons, le chargement du masque peut etre 
realise en dehors de la surface du support, par exemple sur une feuille de 
plastique fin, cette feuille venant en appur sur le support d'analyse et dans le 

25 plan de la surface de ce support mais debordant de cette surface. 

[.'invention a aussi pour objet un procede de depot et d'etalement 
d'un ou plusieurs reactifs sur un support d'analyse comprenant des 
echantillons biologiques, ce procede comprenant les etapes de : 
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- chargement du ou des reactifs sur le masque de facon a permettre 
le dep6t du ou des reactifs sur le support d'analyse, leur maintien 
par capillarite entre (edit support et la ou les pistes dudit masque ; 

- positionnement d'un masque ci-dessus defini ou d'un dispositif ci- 
5 dessus defini, a proximite du support d'analyse, 

- deplacement du masque par balayage du support d'analyse de 
facon a permettre I'etalement du ou des reactifs sur le support 
d'analyse au niveau de zones delimitees dudit support, le ou les 
reactifs etant etales en quantite suffisante pour permettre leur 

10 interaction avec les constituants des echantillons biologiques 

presents sur ledit support d'analyse. 
Les caracteristiques indiquees precedemment pour la realisation du 
proc6de de depdt et d'etalement sont applicables ici. 

Selon ce mode d'utilisation du masque mobile charge prealabiement a 
15 son positionnement au dessus du support d'analyse on a introduit tous les 
reactifs dans les orifices superieurs des ouvertures associees a chaque piste 
du masque qui jouent alors le role de reservoir. Ces reactifs y sont maintenus 
malgre la presence de I'orifice inferieur de chaque ouverture, du fait des 
forces de capillarite. 

20 Dans les configurations decrites ci-dessus, quand on charge le 

masque au-dessus du support d'analyse, le masque etant deja place a la 
distance requise (environ 0,5 mm pour le point le plus bas) dudit support, on 
introduit directement les reactifs entre les pistes du masque et le support 
d'analyse. 

25 Pour cela, pendant la phase d' expulsion du reactif qui a ete preleve 

dans I'embout de la pipette, on assure I'etancheite entre i'extremite de cet 
embout et I'orifice superieur du masque, par exemple en maintenant la 
pipette en position verticale avec I'embout legerement appuye au fond de 
I'ouverture du masque au niveau de la partie conique voisine de I'orifice 
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inf6rieur de I'ouverture. Lorsque cette partie conique inferieure est prolongee 
par une partie cylindrique, cette derniere a un diametre (par exemple 0,8 
mm) qui ne permet pas ie passage de I'embout de la pipette. Cefa assure ia 
sortie « forcee » du reactif par I'orifice inferieure de I'ouverture associee a la 
5 piste, la goutte qui perle de cet orifice inferieur venant en contact avec le 
support d' analyse situe a proximite (0,5 mm) et venant s'etaler par capilfarite 
entre la piste et le support. Dans le cas ou I'etancheite embout pipette-orifice 
superieur n'est pas obtenue, le reactif reste dans I'orifice superieur et ne 
descend pas sur le support d'analyse. 

10 C'est egalement ce qui se produit dans le cas ou Ton assure 

I'etancheite mais sans qu'il y ait a proximite de rorifice inferieur la surface du 
support d'analyse, c'est a dire quand le chargement est realise en dehors du 
support d'analyse. 

Dans ces conditions, la goutte qui a perie (mais qui du fait de son tres 

15 faibie volume 10 a 15 ul n'est pas tombee) et est restee accrochee par 
capillarite au voisinage de I' orifice inferieur, remonte dans le puits constitue 
par I'orifice superieur quand le « contact embout-orifice superieur » est 
supprime par ecartement de la pipette. 

Ce mode d'utilisation particulier du masque avec chargement 

20 prealable a son positionnement au dessus du support d'analyse presente 
I'avantage de pouvoir etre realise de facon automatique par exemple au 
moyen de I'automate Hydraplus SEBIA supprimant ainsi tout pipetage 
manuel aboutissant a une simplification accrue du remplissage du masque. 
Le masque charge avec les reactifs repartis dans les orifices 

25 superieurs jouant le r6le de reservoir peut etre conserve en chambre humide 
pendant une duree variant de quelques minutes a plusieurs heures, avant 
utilisation. 

Pour amener les reactifs charges dans le masque £ etre deposes sur 
le support d'analyse, differents moyens sont envisageables. 
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Selon un premier mode de realisation, ('ensemble masque et porte Q 

masque (le porte masque constituant un moyen de positionnement du ;| 

masque) charge de differents reactifs est posrtionne au-dessus du support | 

d'analyse par accroche sur le rail de guidage et amene en butee en position [% 

5 anodique. L'ensemble du masque est recouvert par une petite chambre J 

(figure 3) engiobant ('ensemble des orifices sup6rieurs et prenant appui a la ,;| 

peripherie du masque (appui etanche surface plane contre surface plane). % 
Cette chambre dispose d'un embout par lequel on injecte rapidement (au 

moyen d'une seringue par exemple) un petit volume d'air cornpris entre 50 et j -i 

10 200 pi. Cette augmentation de pression dans la chambre etanche fait perler [ '.t 

chacun des reactifs en dessous des pistes du masque et ces reactifs \% 

viennent toucher le gel. A la suite de ce contact avec le support d'analyse, lis j % 

s'etalent simultanement par capillarite entre les pistes du masque et le ; '% 

support d'analyse. On procede alors au balayage de la surface du support j % 

15 d'analyse. 

Selon un autre mode de realisation, l'ensemble masque et porte ; I 

masque prealablement charg e est positiQnne_..aii-dessus- du support , :i| 

d'analyse par accroche du porte masque sur le rail de guidage et est amene j ^ 

en butee en position anodique. •? 

20 La descente des reactifs sur le support d'analyse a partir des orifices • ."ij 

superieurs du masque qui jouent le role de reservoir peut etre obtenue en ; ]| 

introduisant verticalement dans chacun des orifices sup6rieurs une tige ! % 

cylindrique de diametre inferieur a celui de I'orifice inferieur du masque (par ! ■% 

exemple 0,5 mm) constitue d'un materiau de nature hydrophile (par exemple r. 

25 acier inox) jusqu'a ce que cette tige vienne en contact avec le support '% 

d'analyse. • % 

Cette tige permet d'etablir une jonction entre le liquide introduit dans j ;|| 

J'orifice superieur et le support d'analyse. La totalite du liquide introduit \'% 
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descend alors par capillarite le long de la tige et se repartit entre la piste et le 
support d' analyse. 

La descente simultanee de tous les reactifs sur le support d' analyse 
peut etre obtenue en introduisant verticalement et simultanement une tige 

5 dans chacun des orifices superieurs du masque, ces tiges de meme 
longueur (5 a 10 mm) etant rendues solidaires par exemple par enfichage 
dans une plaque de plexiglass rectangulaire de meme dimension que le 
masque et avec un geometrie telle qu'elie reproduise exactement la 
disposition des orifices du masque. Quand tous les reactifs se sont etales 

10 entre les pistes du masque et le support d'analyse, on retire la plaque de 
plexiglas munie de ces tiges et on procede au balayage du masque a la 
surface du gel. 

Selon encore un autre mode de realisation de I'invention, un troisieme 
procede permettant de faire descendre simultanement sur le gel tous les 

15 reactifs, consiste apres avoir positionne le masque en butee anodique au- 
dessus du support d'analyse, a lui communiquer une impulsion mecanique, 
Cette impulsion peut par exemple etre obtenue par encliquetage dans le 
support masque, du masque charge. 

Cette impulsion permet de projeter par inertie une goutte de reactif 

20 jusqu'ici maintenue par capillarite dans le reservoir du masque, sur le support 
d'analyse et d'etablir ainsi une jondion entre le point le plus bas des pistes 
du masque au niveau de I'orifice inferieur des pistes et le support d'analyse 
pour que tous les reactifs situes dans les reservoirs s'etalent par capillarite 
entre les pistes du masque et le support d* analyse. On peut alors proceder 

25 au balayage de la surface du gel. 

Encore selon un autre mode de realisation lorsque le masque est 
charge en dehors du support d'analyse, apres repartition des reactifs dans 
les orifices superieurs et installation du masque au dessus du support 
d'analyse, on amene brievement le masque en contact avec le support 
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d'analyse, au point le plus bas de la pente des pistes. Ce contact, qui doit 
§tre passager a pour objet de permettre alors la descente de tous les reactifs 
sur le support d'analyse, avant de proceder a I'etalement. 

Une fols le masque charge et en position d'utllisation selon I'un des 
5 modes de realisation ci-dessus, c'est a dire lorsque chaque piste a regu une 
quantite de reactif determinee, le masque est deplace parallelement au 
support d'analyse grice aux moyens de guidages, dans le sens de la 
migration electrophoretique. Ce depiacement a pour consequence 
d'entratner le liquide situe entre le masque et le support d'analyse, par 
1 0 balayage de la surface du support d'analyse venant en regard des pistes du 
masque. Le liquide maintenu par capillarite entre le masque et le support 
d'analyse est entratne pendant le depiacement et une certaine quantite de 
react'rf est alors deposee sur le support d'analyse dans lequel elle penetre et 
demeure. Au fur et a mesure du balayage realise, le volume de liquide 
r i 15 contenu sous la piste est done consomme par penetration dans le support 
d'analyse et diminue. 

L' invention a aussi pour objet un precede de dep6t et d'etalement de 
p reactifs sur un support d'analyse, dans lequel f'etape de chargement du 

masque avec le ou les reactifs est automatisee. 
y 20 Dans un autre mode de realisation prefere de I'invention, I'etape de 

% depiacement du masque pour la realisation du balayage du support 
d'analyse est automatisee. 

Le procede selon I'invention est avantageusement mis en csuvre pour 
la detection de constituants d'echantilions biologiques, prealablement 
25 separes par migration electrophoretique, cette detection pouvant notamment 
faire intervenir la technique d'immunofixation, les reactifs etant dans ce cas 
des antiserums specifiques et de facon preferee un fixateur pour realiser un 
profil electrophoretique temoin. 
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Un tel procede selon r invention peut etre mis en ceuvre dans les 

conditions habituelles de la realisation des techniques d'electrophorese et ,;g 

d'immunofixation. Ainsi, les reactifs utilises sont les reactifs habituellement % 

mis en ceuvre, ces reactifs etant cependant avantageusement utilises en It 

5 quantite inferieure dans le cadre de 1'invention, par rapport aux quantites >i| 

habituellement utilisees. jH 

L' invention a egalement pour objet un procede de detection des jl 

constituants d'un ou plusieurs echantillons biologiques par immunofixation, jc| 
comprenant : 

10 - la realisation d'une electrophorese du ou des echantillons j.3 

biologiques de facon a en separer les constituants, i >: 

- la mise en ceuvre d'un procede de depdt et d'6talement de reactifs | =| 
sur un support d'electrophorese, de preference un gel d' agarose, 

conforme a ('invention, -if. 

15 - I'incubation des echantillons biologiques separes par =1 

electrophorese avec le ou les reactifs etales, de facon a permettre % 

leur immunofixation. , % 

Un tel procede de detection peut etre encore caracterise en ce qu'il j % 

comprend en outre une etape de revelation des constituants des echantillons j % 

20 biologiques immunofixes et le cas echeant une 6tape de quantification des j | 

constituants reveles. ; "\ 

Ces etapes de revelation et de quantification peuvent etre reafisees 

par tous moyens en soi connus. . % 
Avantageusement dans le cadre de 1'invention, les precedes definrs 



nombre entier representant le nombre de rangees de depdts. De preference, 
n est egal a 2, 3, ou 4. 



25 precedemment permettent avec un masque de 18, 12, ou 6 pistes I'analyse : M 

simultanee respectivement de 3n, 2n, n echantillons biologiques, n etant un | 
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Cependant, il n'existe pas de limite de principe au nombre de pistes 
du masque. 

Du fait de la structure du masque et des modalites de son utilisation, 
la quantite de chaque reactif chargee au niveau de chaque piste du masque, 
5 c'est a dire introduite dans chaque ouverture de chaque piste et maintenue 
par capillarite au-dessous de chaque piste peut avantageusement etre 
reduite et par exemple etre inferieure a 15ul/piste. De preference, cette 
quantite est inferieure ou egale a 10 p[/piste. 

Lorsque les reactifs sont deposes sur le support d 1 analyse, ils sont 
10 sous forme liquide. L'invention a done pour objet I'utilisation des reactifs 
liquides pour charger le masque. L'invention a aussi pour objet I'utilisation 
d'un masque charge avec des reactifs liquides, le masque 6tant ensuite 
lyophilise de facon a ce que les r6act"rfs contenus dans les ouvertures du 
masque soient lyophilises, jusqu'a I'utilisation du masque ou, pour I'etape de 
15 depot, les reactifs sont sous forme de solutions. 

L'invention a en outre pour objet un kit comprenant : 

- au moins un masque ci-dessus defini, 

- au moins un support d' analyse, notamment un support 
d'electrophorese, 

20 Un tel kit peut en outre comprendre : 

- des reactifs pour I'immunofixation des constituants des Echantillons 
separes par electrophordse, 

- un fixateur pour la fixation pour chaque echantillon de 1'ensemble 
des constituants separes par electrophorese. 

25 Le kit peut aussi comprendre au moins un peigne pour le depdt des 

echantillons sur le support d'analyse. 

Si le masque doit Stre charge en dehors du support d'electrophorese, 
le kit peut comprendre des moyens, par exemple decrits precedemment, 
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pour faire descendre les reactifs des ouvertures comprises dans le masque 
sur le support d' analyse. 

Un tel kit est de facon pref6ree, adapte a la separation simultanee de 
9 voire 12 echantillons sur chaque support d'electrophorese, au moyen d'un 
5 masque a 18 pistes. 

De preference un tel kit permet la separation simultanee de 18 
echantillons sur chaque support d'electrophorese. 

Un kit selon I'invention peut egalement contenir des indications 
relatives a ('utilisation du masque de I'invention, par exempJe sous ia forme 
10 d'une notice d'utilisation comprenant des informations sur les quantites de 
reactifs a charger sur le masque et/ou sur les conditions de deplacement du 
p masque telles que la vitesse de balayage ou le nombre de balayages 

conseilles. 

ry Par ailleurs, I'invention a pour objet un support d'electrophorese pour 

J\ 15 ia separation d'au molns 9 echantillons biologiques dispos6s selon 3 rangees 

de 3 echantillons, en vue de leur immunofixation, ledit support comprenant 
p au moins 18 pistes de migration, lesdites pistes etant espacees les unes des 

[y autres d'une distance de 2 mm et ayant une largeur de 3 mm, et la longueur 

m totale des pistes de migration etant d'au plus 63 mm. 

20 D'autres caracteristiques, details et avantages de I'invention 

apparaitront a ia lecture de la description qui suit, faite a titre d'exemple en 

reference aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 est une vue schematique en perspective, de dessous, 
d'un dispositif porte-masque selon I'invention ; 

25 - la figure 2 est une vue scnematique en perspective, de dessus, de 

ce dispositif ; 

- La figure 3 est une vue schematique de dessus en perspective, de 
ce dispositif et d'un couvercie associe ; 
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- Les figures 4 et 5 sont des vues de dessous at de cote 
respectfvement du masque selon I'invention ; 

- La figure 6 est une vue en coupe selon ia ligne VI-VI de la figure 4 ; 

- Les figures 7 et 8 sont des vues schematiques en perspective de 
deux variantes de realisation. 

Le dispositif represente aux figures 1 a 3 comprend un masque 10 
selon I'invention, monte de facon amovible sur un bras support 12, 
sensiblement en forme de C, qui est accroche et guide en translation sur un 
rail 14 d'une barrette 16 de positionnement et de fixation sur un plateau (non 
represente) qui porte le support d'analyse (tel par exemple qu'un gel 
d' agarose). 

La barrette 16 s'etend sur un bord de ce plateau parallelement a la 
direction de migration electrophoretique et comporte deux lumieres 
transversaies 18 dans lesquelles s'engagent des plots evides 20 portes par 
une autre barrette 21 solidaire du bord du plateau, les evidements des plots 
20 s'emboTtant sur des tetons emergeant du plateau de migration (non 
represents) et associes a des vis 22 de reglage de position transversale de 
la barrette 16 et done du masque 10 par rapport au plateau et au support 
d'analyse. La barrette comprend de plus des vis 24 permettant de bloquer la 
barrette apres son reglage. 

Le rail 14 s'etend parallelement a la direction de migration 
electrophoretique et est engage dans une rainure correspondante d'une 
extremite du bras 1 6. Cette extremite porte une poignee ou une tige 26 de 
deplacement en translation sur le rail 14 dans un sens et dans I'autre. 

En variante, des moyens motorises peuvent etre prevus sur fa barrette 
16 pour le deplacement automatise du bras 12, par exemple un micromoteur 
electrique dont I'arbre de sortie porte une roue dentee, ou une poulie, 
cooperant avec une chaTne, ou une courroie respectivement, reliee au bras 
12. 
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Le masque 10 est fix6 sur !e bras 12 par tout moyen approprie, par 
exemple par encliquetage elastique comme represents en 28 et est forme 
d'une plaque plane allongee sensiblement rectangulaire, qui s'etend 
transversalement, c'est a dire perpendiculairement, a la direction de 
migration electrophoretique. 

Cette plaque est maintenue au-dessus du support d'analyse, a 
distance predeterminee de celui-ci, par des plots ou des cales 30 formes ou 
fixes en saillie sur la face inferieure du bras 12 et qui sont destines a reposer 
sur les bords du plateau precite. 

La face inferieure du masque 10 comporte une serie de pistes (ou 
rampes) obliques 32, paralleles entre elles et agencees en deux rangees 
transversales dans lesquelles elles sont decal6es en quinconce, dans 
I' exemple represente. Ces pistes (ou rampes) 32 s'etendent parallelement a 
la direction de migration Electrophoretique et sont toutes inclinees dans le 
mdme sens. Leur extremit6 la plus basse comporte un orifice 34 de depot de 
reactif sur le support d'analyse. Cet orifice 34 est I'orifice inferieur d'un 
conduit ou passage traversant le masque 10 sur toute son epaisseur et 
debouchant sur la face superieure du masque par un orifice 36 ayant un 
diametre nettement plus grand que celui de I'orifice inferieur 34. 

Dans un mode de realisation de I' invention represente aux figures 4 a 
6, ces orifices 34 et 36 sont les extremites de petits conduits cylindriques a 
section circulaire reli6s Tun a I'autre par un conduit tronconique 38. 

Le port© masque 12 avec le masque 10 encliquete etant accroche sur 
le rail de guidage 14, un reglage transversal au moyen des vis 22 permet 
d'amener les rampes du masque a la verticale des pistes de migration des 
6chantillons qui peuvent etre visualisees par addition aux echantillons 
deposes d'un colorant approprie tel le bleu de bromophenol. 
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Le balayage du masque au dessus du support d'analyse se fait 
manuellement au moyen de la poignee 26 ou des moyens motorists 
precites. 

Comme represents schematiquement en figure 3, un couvercle 40 
5 peut etre pose sur ie masque 10 et fixe a celui-ci pour former de facon 
sensiblement etanche les conduits 34, 36, 38 formes dans le masque 10. 
Une tubulure 42 du couvercle 40 debouche au-dessus des orifices 
superieurs 36 de ces conduits et permet I'injection d'une faible quantite d'air 
entre le masque et le couvercle, pour exercer une pression sur les reactifs 
10 contenus dans les conduits du masque et les faire descendre dans les 
conduits pour les amener en contact du support d'analyse. 
h On peut ainsi deposer les reactifs dans les conduits du masque 10, 

H fermer ces conduits de fagon sensiblement etanche par le couvercle 40, 

ry transporter I'ensemble masque 10 - couvercle 40 et le poser au-dessus du 

'f, 15 support d'analyse, avant d'utiliser les reactifs. 

SI On a represents schematiquement aux figures 7 et 8 deux variantes 

JL de realisation du masque 10 : 

- celui de la figure 7 comprend 18 conduits traversants agences en 
deux rangees paralleles et decales en quinconce d'une rangee a 

20 I' autre, 

- celui de la figure 8 comprend deux groupes de six conduits 
traversants, les deux groupes etant alignes sur la longueur du 
masque et comprenant chacun cinq conduits alignes et un conduit 
decale. 

25 

Exemples d'utllisation du masque selon ['invention 

Exemple 1 

Immunofixation simulta nee de 9 echantillons au moven d'un masque mobile 
a 18 pistes . (Figure 4). 
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La manipulation a ete realisee au moyen de I'automate d'electrophorese 
Hydrasys® de la societe SEBIA, sur un gel destine a rimmunofixation, de 
dimensions 0,7 x 83 x 101 mm. 

Pour le dep6t des echantillons sur le support d'electrophordse, on a utilis6 
les applicateurs (brevets France n° 2 671 290 et Europeen 0 493 996) 
comportant 1 8 dents de 3 mm espacees de 2 mm. Chaque echantillon a ete 
depos6 sur 6 dents consecutives, chaque applicateur permettant done le 
depfit de 3 echantillons d liferents sur le gel d'electrophorese et on a utilise 3 
applicateurs pour les 9 echantillons a analyser. Les dep6ts ont ete realises 
sur le gel au moyen de I'automate Hydrasys®, en 3 rangees paralleles 
situees respectivement a 18, 38 et 58 mm du bord cathodique du gel. La 
migration electrophoretique a et6 realise-e a temperature contrfilee de 20°C, 
a puissance constante de 20 W et pendant une dur6e telle que 31 volt heure 
soient accumules. 

Une fois la migration terminee, on a installe le masque mobile de r invention a 
18 pistes dont les caracteristiques geometriques sont les suivantes : largeur 
de piste 2,6 mm, longueur de piste 7 mm, ecartement interpistes 2,5 mm, 
pente des pistes 5°. Une rangee de 3 pistes (destinees au chargement du 
fixateur) est d6cal6e de 5,5 mm par rapport a la rangee de 15 pistes 
(destinees au chargement des antiserums). 

Les evidements des plots 20 du rail de guidage ont ete positionn6s, sur les 
deux t6tons portes par le plateau de migration de I'automate T Hydrasys®. 
Le masque a 18 pistes a ete encliquete dans le porte-masque 12 qui etait lui- 
mdme accroche au rail de guidage. Le masque et son porte-masque ont ete 
amenes en butee en position haute e'est a dire du c6te anodique du gel. Un 
colorant, le bleu de bromophenol, incorpore aux echantillons deposes sur le 
gel, permettatt de visualiser la position des pistes e!ectrophor6tiques sur le 
support d'analyse. Au moyen du reglage transversal 20, 22, les pistes ou 
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rampes du masque ont ete amenees a i'aplomb de I'alignement des pistes 
de migration des echantillons. 

On a procede alors au chargement du masque en introduisant par les 
ouvertures superieures des pistes (36) les differents reactifs necessaires a 
5 f'immunofixation, a raison de 10 pi de reactif par piste et selon I'ordre 
habituel : fixateur, anti IgG, anti IgA, anti igM, anti kappa et anti lambda. Le 
fixateur a ete introduit sous les 3 pistes decalees cfite anodique. 
Une fois introduce entre les pistes et ie gel, ces 10pl de reactif se sont etales 
sous chaque piste sur environ 5-6 mm au-dela des zones, cote anodique, 

1 0 devant etre revelees. 

Des que le chargement du masque a ete termine, celui-ci a ete deplace au 
moyen de la poignee (26) par glissement le long du rail de guidage. Ce 
balayage a 6te effectue sans a coup, a une Vitesse a peu pres constante a 
partir de la position haute (c6te anodique) jusqu'a ia position basse (cote 

15 cathodique) du gel, realisant une course de 63 mm. Ce balayage a ete 
realise en environ 3 secondes. 

Le masque etanf arrive en butee en position cathodique, on a alors realise un 
balayage en sens inverse, dans les memes conditions. Ces deux balayages 
ont et6 repetes une fois. La totalite des reactifs introduits initialement sous 

20 les pistes a alors ete deposee sur le gel au-dessus des zones de migration 
electrophoretique. Le masque a pu etre retire avant la phase d' incubation 
des r6actifs sur le gel realisee pendant 5 minutes a 20°C. 
On a procede ensuite aux etapes de pompage, sechage, lavage, coloration, 
decoloration, sechage selon les protocoles habituels utilises en 

25 immunofixation. 

Exemple 2 

Immunofixation simultanee de 12 echantillons au moven d'un masque mobile 
a 18 pistes ffiaure 4). 
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On a procede comme dans I'exemple precedent, mais on a charge 4 
applicateurs de 18 dents a raison de 3 echantillons par applicateurs. Au 
moyen de I'automate Hydrasys®, les depdts ont ete realises sur le gel en 4 
rangees paralleles situees respectivement a 18, 33, 48, et 63 mm du bord 
5 cathodique du gef. La migration a 6te r6alisee pendant 28 Volt heure a 
puissance constante de 20 W, a 20°C. On a precede ensuite comme pour 
I'exemple precedent. 

Exemple 3 

10 Immunofixation simultanee de 4 echantillons au moven d'un masque mobile 
a 12 pistes (figure 8) 

On a utilise pour realiser les depdts d'echantillons sur Je gel, des applicateurs 
a 15 dents de 4 mm de large, espacees de 2 mm, les applicateurs etant 
charges a raison de 2 echantillons par applicateur (echantillon n° 1 dents 2 a 
15 7 ; echantillon n° 2, dents 9 a 14). 

Au moyen de I'automate Hydrasys® les depdts ont ete realises sur le gel en 
2 rangees paralleles situees respectivement. a 23 et 53 mm du bord 
cathodique du gel. 

La migration a temperature contrdlee de 20°C a puissance constante de 
20 20 W a ete poursuivie jusqu'a ce que 42 Volt heure aient ete accumules. 

Une fois la migration termin£e, on a installe le masque mobile 12 pistes dont 
les caracteristiques geometriques sont les suivantes : largeur de piste 3,5 
mm, longueur de piste 7 mm, espace interpistes 2,5 mm, pente des pistes 5°. 
Une rangee de 2 pistes (destinees au chargement du fixataur) est decalee de 
25 5,5 mm par rapport a la rangee de 1 0 pistes (destinees au chargernent des 
antiserums). 

Les <§videments des plots 20 du rail de guidage ont ete positionnes sur les 
deux tetons situes dans le plan du plateau de migration de I'Hydrasys®. Le 
masque 12 pistes 3 ete encliquete dans le porte masque qui a ete lui-meme 
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accroche a la rainure du rail de guidage, I' ensemble etant amene en butee 
en position haute. 

Au moyen du reglage transversal, les pistes du masque ont ete amenees 
comme decrit dans I'exemple 1) a I'aplomb de I'alignement des pistes de 
5 migration electrophoretique des echantillons. 

On a procede alors au chargement du masque en introduisant 14 ul de 
reactif par piste. 

L'etalement des reactifs a ete realise comme dans les exemples precedents 
en faisant effectuer 4 balayages au masque. 
10 La totalite des reactifs etait alors deposee a ia surface du gel et (e masque a 
pu etre retire. 

On a poursuivi alors I'incubation et les etapes de pompage, sechage, lavage, 
coloration, decoloration, sechage ont ete effectu6es comme habituellement. 

15 Exemple4 

Realisation d'une technique 36 IF penta au moven d'un masque mobile 18 
pistes (fiqure_4). 

La technique IF penta est utilisee en routine pour detecter dans les 
echantillons analyses la pr6sence de paraproteines sous forme de bandes 

20 monodonales ou oligoclonales de nature immunoglobuline. 

Cette technique est realisee en revelant cQte a c6te pour chaque echantillon 
analyse, le profil proteique total et le profil de I'ensemble des 
immunoglobulines en realisant une immunofixation par un antiserum 
pentavalent c'est a dire ayant a la fois les specificites anti IgG anti IgA anti 

25 IgM anti kapa et anti lambda. 

La manipulation a ete realisee dans le cadre de cet exemple sur un gel 
d' agarose destine & I'immunofixation de dimensions 0,7 x 83 x 101 mm au 
moyen de ('automate d'electrophorese Hydrasys® SEBIA. On a utilise des 
peignes a 18 dents de 3 mm, espacees de 2 mm. Chaque echantillon a 
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analyser a ete depose en double cote a cote sort 9 echantillons par 
applicateur. 

Pour les 36 echantillons, on a utilise 4 applicateurs. 

Les depots sur le gel ont ete realises au moyen de I' automate Hydrasys® en 
5 4 rangees paralleles situees respectivement a 18, 33, 48 et 63 mm du bord 

cathodique du gel. La migration a alors ete r6alisee a temperature controlee 

de 20 °C sous puissance constante de 20 W jusqu'a accumulation de 28 

Volts heure. On a alors installe le masque mobile de I'invention a 18 pistes 

correspondant a la figure 4. 
10 Ce masque est constitue de 2 rangees de 9 pistes chacune, decalees Tune 

par rapport a r autre de 5,5 mm. Les 9 pistes les plus anodiques sont 

destinees a recevoir le fixateur les 9 autres pistes, r antiserum pentavalent. 

Chaque piste a une largeur de 2,5 mm, une longueur de 7 mm, un espace 

interpiste de 2,5 mm et une pente de 5°. 
15 Le masque a ete encliquete dans le porte masque et amen6 en butee en 

position haute cdte anodique. 

Les reactifs ont ete introduits a raison de 10 ul / piste. 

On a proc6de ensuite selon les etapes decrites aux exemples 1 a 3. 
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REVEND1CAT10NS 

1 . Masque, convenant pour le depot et I'etalement de reactifs sur un 
support d' analyse d'echantillons biologiques, comprenant : 

5 - una surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 

paralieles entre elles, separees par une distance constituant 
I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs zones delimit6es (appelee pistes) localisees au 
niveau de ta surface inferieure du masque et comprenant un 

10 element (32) faisant saillie (element en saillie) a la surface 

inferieure du masque, chaque element en saillie comprenant une 
partie constituant une pente par rapport a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur (36) a la 

15 surface superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur (34), ledit 

orifice inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le plus 
bas de la pente de la piste, 
le masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte permettent le maintien 
par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
20 laquelle serait place le masque, de reactifs charges au niveau de chaque 
ouverture et deposes sur le support d'analyse. 

2. Masque selon la revendication 1, convenant pour I'etalement de 
reactifs sur un support d'analyse d'echantillons biologiques, comprenant : 

- une surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 
25 paralieles entre elles, separees par une distance constituant 

I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs pistes comprenant chacune un element en saillie 
(32) de forme allongee, emergeant sous la surface inferieure du 
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masque, ledit element en saillie comprenant une partie constituant 
une pente par rapport a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
totalite de son epaisseur depuls un orifice superieur (36) present a 
la surface superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur (34), 
ledit orifice inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le 
plus bas de la pente de la piste, 

le masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte perrnettent le maintien 
par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
laquelle serait place ie masque, de reactifs charges au niveau de chaque 
ouverture et deposes sur le support d' analyse. 

3. Masque selon la revendication 1, convenant pour I'etalement de 
reactifs sur un support d' analyse d'echantillons biologiques, comprenant : 

- une surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 
paralleles entre elles, separees par une distance constituant 
I" epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs pistes comprenant chacune un Element en saillie 
(32) emergeant sous la surface inferieure du masque, constitue par 
une protuberance de forme parallelepipedique tronquee, ledit 
element en saillie comprenant une partie constituant une pente par 
rapport a un plan horizontal, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur (36) present a 
la surface sup6rieure du masque jusqu'a un orifice inferieur (34), 
ledit orifice inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le 
plus bas de la pente de la piste, 

le masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte perrnettent le maintien 
par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
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laquell© serait place le masque, de reactifs charges au niveau de chaque 
ouverture et deposes sur le support d'analyse. 

4. Masque convenant pour le depfit et I'etalement de reactifs sur un 
support d'analyse d'echantillons biologiques, comprenant : 
5 - une surface inferieure et une surface superieure au moins en partie 

paralleles entre elles, separees par une distance constituant 
I'epaisseur du masque, 

- une ou plusieurs zones delimiters (appelee pistes) localisees au 
niveau de la surface inferieure du masque et comprenant un 

10 element faisant saillie (32) (element en saillie) a la surface 

inferieure du masque, chaque element en saillie comprenant une 
surface inferieure et une surface superieure paralleles entre elles 
et paralleles aux surfaces inf6rieure et superieure du masque, 

- associee a chaque piste, une ouverture traversant le masque sur la 
15 totalite de son epaisseur depuis un orifice superieur (36) a la 

surface superieure du masque jusqu'a un orifice inferieur (34), ledit 
orifice inferieur etant situe dans la piste, a proximite du point le plus 
bas de la pente de la piste realisee par rinclinaison du masque par 
rapport au support d'analyse, en position d' utilisation, 
20 le masque etant tel que la ou les pistes qu'il comporte permettent le maintien 
par capillarite entre la piste et la surface du support d'analyse en regard de 
laquelle serait place le masque, de reactifs charges au niveau de chaque 
ouverture et depos6s sur le support d'analyse. 

5. Masque selon I'une quelconque la revendication 1 , caracterise en 
25 ce qu'il est rigide ou rigidifie. 

6. Masque selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il est rigide 
ou rigidifie. 
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7. Masque selon la revendication 1 , dans lequel I'ouverture a un 
volume tel qu'elle est susceptible de constituer un reservoir pour les reactifs 
charges. 

8 Masque selon la revendication 4, dans lequel I'ouverture a un 
5 volume tel qu'elle est susceptible de constituer un reservoir pour les reactifs 
charges. 

9. Masque selon la revendication 1 , dans lequel I'ouverture de 
chaque piste traverse perpendiculairement I'epaisseur du masque y compris 
I'epaisseur de I'element en saillie (32), I'ouverture comportant une partie de 
10 forme tronconique (38) terminee par un orifice inferieur (34) de forme 
cylindrique. 

10 Masque selon la revendication 4, dans lequel I'ouverture a un 
volume tel qu'elle est susceptible de constituer un reservoir pour les reactifs 
charges. 

15 11. Masque selon la revendication 1, comprenant plusieurs pistes 

paralleles entre elles, reparties sur la longueur du masque. 

12 Masque selon la revendication 4, comprenant plusieurs pistes 
paralleles entre elles, reparties sur la longueur du masque. 
13. Masque selon ia revendication 11, comprenant : 
20 - une premiere serie de pistes paralleles entre elles, disposees 

suivant un premier alignement, 

- une deuxieme serie de pistes paralleles entre elies et paralleles 
aux pistes de ia premiere serie, et formant un deuxieme 
alignement, decale par rapport au premier alignement. 

25 14 Masque selon (a revendication 12, comprenant : 

- une premiere serie de pistes paralleles entre elles, disposees 
suivant un premier alignement, 
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un© deuxieme serie de pistes paralleles entre elles et paralleles aux 
pistes de la premiere serie, et formant un deuxieme alignement, 
decale par rapport au premier alignement. 

5 15. Masque selon la revendication 1, dans lequel ia longueur de la 

pente de chaque piste coTncide avec ia longueur de cette piste. 

16. Masque selon la revendication4, dans lequel la piste se prolongs 
au-dela de la pente. 

17. Masque selon la revendication 1, permettant le depot de chaque 
10 reactif en quantite egale a ou comprise entre 4 et 15ul dans chaque 

ouverture du masque et le maintien par capillarite desdits reactifs entre les 
pistes du masque et le support d'analyse, lorsque le masque est amene a 
une distance du support d'analyse inferieure ou egale a 2 mm au point du 
masque ie plus eioigne du support d'analyse et a une distance du support 
15 d'analyse egale a ou comprise entre 0,1 et 0,5mm au point du masque le 
plus proche du support d'analyse. 

18. Masque selon la revendication 4, permettant le depot de chaque 
reactif en quantite egale a ou comprise entre 4 et 15ul dans chaque 

ouverture du masque et le maintien par capillarite desdits r6actifs entre les 

»} 

20 pistes du masque et le support d'analyse, lorsque le masque est amene a f-j 
une distance du support d'analyse inferieure ou egale a 2 mm au point du % 
masque le plus eioigne du support d'analyse et a une distance du support J 
d'analyse egale a ou comprise entre 0,1 et 0,5 mm au point du masque le •'•! 
plus proche du support d'analyse. 

25 19. Masque selon la revendication 1, dans lequel les pistes sont lj| 

separees les unes des autres par un ecartement superieur ou egal a 1 ,5 mm. f % 

20 Masque selon la revendication 4, dans lequel les pistes sont 
separees les unes des autres par un ecartement superieur ou egal a 1,5 mm. 
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21. Masque selon la revendication 1 ou 4. dans lequel les 
dimensions des pistes et leur ecartement sent tels que les reactifs qu'elles 
maintiennent par capillarity entre le masque et le support d'analyse 
n'interagissent pas lors du depfit ou de Petalement sur ledit support 

5 d'analyse. 

22. Masque selon la revendication 1 , dans lequel la largeur des 
pistes est de 2,5 mm. 

23. Masque selon la revendication 1 ou 4 a 19, dans lequel chaque 
piste a une longueur comprise entre 6 et 7 mm. 

10 24. Masque selon la revendication 1 ou 4, dans lequel la piste 

destinee au fixateur est decalee par rapport a la premiere piste voisine d'une 

distance de 5 a 7 mm. 

25. Masque selon la revendication 1 ou 4, dans lequel la pente de 

chaque piste forme un angle compris entre 1° et 10° avec un plan horizontal. 
15 26. Masque selon la revendication 1, dans lequel chaque piste a les 

dimensions suivantes : 

- longueur :3a 15 mm 
~ largeur : 1 a 10 mm 

- Inclinaison de la pente par rapport a un plan horizontal : 1 a 10°. 
20 27. Masque selon la revendication 1 ou 4, associe a des moyens de 

positionnement destines a maintenir le masque a proximite de la surface du 
support d'analyse au voisinage duquel le masque serait amene pour le depot 
et I'etalement de reactifs sur le support d'analyse. 

28. Dispositif pour le depot et Tetalement d'un ou plusieurs reactifs 
25 sur un support d'analyse d'echantillons biologiques comprenant : 

a) un masque (10) selon la revendication 1, 

b) des moyens (12, 14, 16) de positionnement et de guidage du 
masque permettant le positionnement du masque de facon telle 
que le masque est maintenu a proximite de la surface du support 
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d'analyse et permettant le guidage du masque par balayage de la 
surface du support d' analyse, dans un plan horizontal parallele a 
la surface dudit support, pour permettre le depot et I'etalement des 
reactifs sur chacune des zones determinees du support tf analyse 
5 venant en regard des pistes du masque. 

29. Dispositif pour le depot et I'etalement d'un ou plusieurs reactifs 
sur un support d'analyse d'echantillons biologiques comprenant : 

a) un masque (10) selon la revendication 4, 

b) des moyens (12, 14, 16) de positionnement et de guidage du 
10 masque permettant le positionnement du masque de facon telle 

que le masque est maintenu a proximite de la surface du support 
d' analyse et permettant le guidage du masque par balayage de la 

O surface du support d'analyse, dans un plan incline par rapport a la 

surface dudit support, pour permettre le depot et I'etalement des 
15 reactifs sur chacune des zones determinees du support d'analyse 

ru venant en regard des pistes du masque. 

30. Dispositif selon la revendication 28 ou 29. dans lequel les 
moyens de positionnement et de guidage du masque (10) permettent 

q d'etablir une distance entre le support d'analyse et le point de la piste du 

20 masque le plus proche dudit support comprise entre 0 ,1 mm et 0,5 mm. 
!!l 31 . Dispositif selon Tune quelconque des revendications 28 29, dans 

lequel les moyens de positionnement et de guidage permettent le 
deplacement automatise du masque (10) le long du support d'analyse. 

32. Procede de depot et d'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un 
25 support d'analyse comprenant des echantilions biologiques comprenant les 
etapes de : 

- positionnement d'un masque (10) selon Tune quelconque des 
revendications 1 , a proximite du support d'analyse de facon a 
permettre le dep6t du ou des reactifs sur le support d'analyse et 
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leur maintien par capillarity entre ledit support et la pente de la ou 
des pistes dudit masque ; 

- chargement du ou des reactifs sur le masque (10) de facon a 
permettre le depot du ou des reactifs sur le support d'analyse et 
leur maintien par capillarite entre ledit support et ia pente de la ou 
des pistes dudit masque ; 

- deplacement du masque (10) de facon a realiser un balayage de la 
surface du support d'analyse pour permettre i'etalement du ou des 
reactifs sur le support d'analyse au niveau de zones delimitees 
dudit support (dites zones d'incubation), le ou les reactifs etant 
etales en quantite suffisante pour permettre leur interaction avec 
les constituants des echantillons biologiques presents sur ledit 
support d'analyse. 

33. Procede de depot et d' Statement d'un ou plusieurs reactifs sur un 
support d'analyse comprenant des echantillons biologiques comprenant les 
etapes de : 

- chargement du ou des reactifs sur le masque (10) de facon a 
permettre le depot du ou des reactifs sur le support d'analyse et 
leur maintien par capillarite entre ledit support et la pente de la ou 
des pistes dudit masque ; 

- positionnement d'un masque (10) selon la revendication 1 , a 
proximit6 du support d'analyse de facon a permettre le depot du ou 
des reactifs sur le support d'analyse et leur maintien par capillarite 
entre ledit support et la pente de la ou des pistes dudit masque ; 

- deplacement du masque de facon a realiser un balayage de la 
surface du support d'analyse pour permettre I'etalement du ou des 
reactifs sur le support d'analyse au niveau de zones delimitees 
dudit support (dites zones d'incubation), le ou les reactifs etant 
etales en quantite suffisante pour permettre leur interaction avec 



les constituants des echantillons biologiques presents sur ledit 
support d'analyse. 



34. Procede selon la revendication 33, dans lequel le chargement du 
5 masque au moyen du ou des reactifs s'effectue en dehors de la zone de la 

surface du support d'analyse comprenant les constituants des echantillons 
biologiques. 

35. Procede selon la revendication 34, dans lequel le chargement du 
masque au moyen du ou des reactifs, s'effectue prealablement a 1'etape de 

10 positionnement du masque a proximite du support d'analyse et en ce que les 
reactifs sont deposes sur le support d'analyse a la suite d'une impulsion 
resultant d'une pression d'air exercee au niveau du masque, d'une jonction 
mecanique entre les reactifs et le support d'analyse, d'une projection des 
reactifs sur le support, ou d'un bref contact entre la masque et le support 

1 5 d'analyse, au niveau du point le plus bas de la pente de la piste. 

36. Procede selon la revendication 35, dans lequel le chargement du 
masque (1 0) au moyen du ou des reactifs et/ou le deplacement du masque 
est automatise. 

20 37. Procede selon la revendication 32 ou 33, dans lequel le support 

d'analyse est un support d'electrophorese sur lequel ont ete separes par 
migration electrophoretique, les constituants d'un ou plusieurs echantillons 
biologiques. 

38. Procede selon la revendication 37, dans lequel le ou les reactifs 
25 sont destines a permettre une reaction d'immunofixation des constituants des 
6chantillons biologiques separes par electrophorese. 



56 



39. Proced§ de detection des constituents d'un ou plusieurs 
echantillons biologiques par immunofixation, comprenant les etapes de : 

- realisation d'une electrophorese sur un support d'electrophorese, 
du ou des echantillons biologiques de facon a en separer les 

5 constituants ; 

- dep6t et etalement d'un ou plusieurs reactifs sur le support 
d'electophorese selon le procede de I'une quelconque des 
revendications 32 ou 33a 44, 

- incubation des 6chantillons biologiques separes par electrophorese 
10 avec le ou les reactifs de facon a permettre leur immunofixation. 

40. Kit comprenant 

- au moins un masque selon la revendication 1 , 

- au moins un support d'analyse. 

15 41 . Kit selon la revendication 40, comprenant en outre 

- des reactifs pour I' immunofixation des constituants des echantillons 
separes par electrophorese, 

- un fixateur pour la fixation pour chaque echantillon de I'ensemble 
des constituants separes par electrophorese. 

20 42. Masque selon la revendication 1dans lequel les reactifs sont 

charges dans le masque et sont sous forme lyophilisee. 



57 

ABREGE 



Masque pour l'etalement d'un ou plusieurs reactifs sur un support 
d 'analyse 

L'invention a pour objet un masque pour l'etalement d'un ou plusieurs 
reactifs sur un support d'analyse, notamment un support d'electrophorese, 
par exemple un gel d'electrophorese. Le masque 10 (dit masque mobile) 
porte par un porte masque 12, est concu pour Stre deplace au dessus de 
zones determines d'un support d'analyse, et comprend des orifices 
traversants 36 pour l'etalement de reactifs sur le support d'analyse. 

L'invention est utilisable par exemple dans le domaine de la detection 
et de la caracterisation de constituants presents dans un echantillon 
biologique. La detection peut §tre realisee alors notamment par la technique 
d'immunofixation. 



Figure 2 



